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論 文 内 容 要 旨
緒言
自然界 にお いて、菌類 は一般 に分解者 として と らえ られてい る。 しか し、
菌類 の生活様式は腐生、寄生 、共生 と様 々で、その機能 も多岐にわたって い
る。 このよ うな生活様式の中で、森林 を構成す る多 くの樹木 と共生関係にあ
る外生菌根菌 は、森林生態 系にお ける物質循環 に大き く寄与 している と考 え
られて いる。外生菌根菌 は、樹木 の細 根に形成 した外生菌根 を通 して樹木か
ら炭素源 を受 け取 り生育 に利用す ると共に、 自 らは樹木 に対 して リンや窒素
な どの栄養分および水分を供給す ることが知 られている。 しか し、 こうした
機能は主 に実験室 内で確認 された ものであ り、 さ らに、研究 されている菌 の
種類 も限 られているため、実 際の森林生態系で ζれ らの菌類が どのよ うに作
用 してい るか は、必ず しも十分 に解 明されて いな い。外生菌根菌 の森林生態
系にお ける機能 を考 える上 で考慮すべき重要な要因は、機能 の主体 である菌
の量や分布 を支える繁殖様式 であろう。担子菌類 と少数 の子嚢菌類及 び接合
菌類 を含 む外生菌根菌の繁殖 は、通常胞子散布 と菌糸体の発達 によって担わ
れるが、それ らは、地 上部(子実体)および地 下部(根外 菌糸体 と菌根)にお け
るジェネ ッ トの広が り等 に反映 され ると考 え られ る。そ こで本研究で は、外
生 菌 根 菌 の 繁 殖 様 式 を 明 らか にす る た め 、 富 士 山麓 のカ ラマ ツ(加廊
んαε〃3卿r∫)林にお いて、ベ ニ タケ科 に属 す る外 生菌根 菌カ ワ リハ ツ(翫∬伽
cyαηoκα励 α)の地上部 と地下 部における ジェネ ッ ト構造 を、子実体お よび菌
根 のDNA解 析 によって明 らかに した。
1.カワ リハ ツ 子 実 体 のSSR多 型 解 析 に基 づ く ジ ェ ネ ッ ト解 析
(1)カワ リハ ツ のSSRマ ー カ ー の 開 発
カ ワ リハ ツ 子 実 体 の 発 生 位 置 の 分 布 か ら ジ ェ ネ ッ トを決 定 す る た め に は 、
子 実 体 問 の 遺 伝 的 差 異 を 多 型 性 の 高 い 遺 伝 子 マ ー カ ー に よ っ て 評 価 す る必 要
が あ る 。そ こで 、多 型 性 、再 現 性 が 高 い 共 優 性 マ ー カ ー 、SSR(SimpleSequence
Repeat)マー カ ー を 開 発 した 。
LianandHogetsu(2002)によ り考 案 さ れ た 二 段 階 作 成 法(adual-suppression-
PCRtechnique)によ り、(1)カワ リハ ツ のDNAか ら5つ のSSR座 を単 離 し 、
そ の 領 域 をPc良 で 増 幅 す る た め の プ ライ マ ー 対(Rucyo1～Rucyo5)を設 定 し
た(表1)。(2)次い で 、 カ ワ リハ ツ 子 実 体299個 体 のDNAを 鋳 型 と して 、PCR
を行 っ た と こ ろ 、RucyO3はほ と ん ど の 子 実 体 にお い て2本 以 上 の バ ン ドを
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増 幅 し、Rucyo1、Rucyo2、Rucyo4およ びRucyo5は 、 全 て の 子 実 体 に お い
て1ま た は2本 の バ ン ドを増 幅 した 。(3)また 、299の カ ワ リハ ツ 子 実 体 は 、
Rucyo1～Rucyo5によ っ て 、そ れ ぞ れ2、7、102、9お よ び33のssRグ ル ー
プ に 分 類 さ れ た 。 以 上 よ りRucyo1、Rucyo2、Rucyo4およ びRucyo5は、 そ
れ ぞ れ 単 一 座 の対 立 遺 伝 子 を2、3、4お よ び9つ 持 っ 共 優 性 多 型 マ ー カ ー と
推 定 され た 。・ま たRucyO3は 、 単 一 座 の 対 立 遺 伝 子 に対 応 す る も の で は な い
が 、 多 型 性 が 高 く 、 ジ ェ ネ ッ ト解 析 に は 有 効 で あ る こ とが 示 唆 さ れ た 。
表1開 発 し たSSR(simplesequencerepeat)マ ー カ ー
SizerangeNo.of
L・c・・R・ 脚tm・ 礎(bp)・ 皿・翼・・
Gro腿psiden雌fiedfセom
299R・の,απ0κ傭 勧sporocarp
RucyOIGTC
RucyO2GTC
Rney43GTC
RucyO4CA
RucyO5CT
99-102
115-210
91-119
144-168
112-142
?
?
??
??
?
?
2
7
iaz
9
33
*m皿ltib謎nds
(2)カワ リハツ子実体 のSSR多型解析
東京大学富士演:習林内のカラマツ林分(30×110m)で2001年6月～1ユ月に
か けて発生 したカ ワリハ ツ子実体 を採集 した。本研究で調査 したカ ラマツ林
分 にお けるカ ワリハ ツ子実体 は、300
6月 中旬か ら7月 上旬 にかけて
と、9肚 旬か ら1・ 月中旬 に 笙
か けて の2回 にわけて発 生 し 警200
た(図1)。採集 した子 実体 につ 色
いて 、 開発 した プ ライ マ ー を100
用 いてSSR多 型解 析 牽行 い、
ジェネ ッ トの分 布 とサ イ ズ を0
決定 した。
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図1カ ワ リハ ツ 子 実 体 の 月 別 発 生 数
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解析の結果、(1)本林分内のカ ワ リハ ツ子実体 ジェネ ッ トは、そ のほ とんど
が1m以 内の小さな もの(図2)で、1997年に本林分 内で解 析され たイ グチ科
に属す るハナイグチのジェネ ッ トに比べて も小 さく、高密度で ある こと、(2)
互 いに近傍 に発生 した子実体 で も異 なるジェネ ッ トに属す る場合 が多 いこと、
(3)ジェネ ッ トが異な って も遺伝子型の類似性が高 い子 実体 は互 いに近 くに発
生す る傾向があること、が解 った。これ らの結果 は、(1)カワ リハツの繁殖が、
新たな ジェネ ッ ト定着 の原 因 とな る胞子散布 に大き く依存す ること、(2)大多
数 の胞子は、子実体か ら比較的限 られ た距離 に散布 され ること、 を示唆 して
いる。
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図2ジ ェネ ッ トサ イ ズ(2001)
456
genetsize(m)
7 $20
同一ジ ェネ ッ ト間のも っとも離れた子実 体間の距離 をジ 土ネ ッ トサイズ と した
2,カワリハツ子 実体 ジェネ ッ トの動態
前項よ り、本試験地 にお けるカワリハ ツ子実体 ジェネ ッ トが極めて小 さい
ことが単年 の調査 によ り確認 された。 しか し外生菌根菌 の子実体 の発生 は年
毎の気象 条件な どに影響 を受 け る ことが報告 され て いる(Billε∫α1.,1986;
Johnson,1994)。また、外 生菌根菌 ジェネ ッ トが時間 とともにどのよ うに変
遷 してい くのか について は知見 が乏しい。そ こで1997年9月 ～11月及び、
2001,2002年6月～11月かけて発生 したカ ワリハ ツ子実体についてSSR多
型解析を行い、'カワリハ ツジェネ ッ トの経年動態 を調べた。
解析の結果、(1)ジェネ ッ トのサイズ は、1997、2001、2002年共 に同程度
に小さかった。(2)ま た 、年 を越 して維持 された ジェネ ッ トは少なか った
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(表2)。これ らの結果か ら、(1)カワリハツジェネ ッ トのサイズ は発生年 に関
わ らず小 さいこと、(2)毎年新たなジェネ ッ トが多量 に発生する こと、が確
認され 、地上部でのカ ワ リハッジェネ ッ トが、年毎 に大き く変動 して いるこ
とが明 らか にな った。
表2ジ ェネ ッ トの動態
AreaNAreaS
199720012002199720012002
No.ofanalyzedsporocarps
Na.ofgenets
No.ofgenetsappear
No.ofgenetsappear
No.ofgenetsappear
No.ofgenetsappear
No.ofgenetsappear
醸90盤lyinomeyear
ng垂鰍2001and2獲〕④2
ngin2001and1997
鼎9藍n2④02and1997
ng蓋na蓋聾years
No.ofgenetsrepresentedbyindividualsporocarps
No.ofgenetsrepresentedbypluralsporocarps
2686121
196891
74762
-1717
dQ-
8-8
444
75573
12131S
666588
S35468
394255
-44
55
6-6
333
424954
11514
3.カワ リハ ヅの遺 伝子 フローの解析
前項 まで にジェネ ッ ト解析 で用いて きたSSRマ ーカーは、対立遺伝子 レ
ベルで遺伝子 フロー を解 析できる共優性マーカー である。そ こでSSRマ ー
カーを用いてカ ラマツ林分 内部におけるカ ワ リハ ツの遺伝子 フロー を解析 し、
遺伝子 フロー の担 い手で ある胞子の散布状況 を推定 した。
多型マーカーRucyO4、RucyO5を用 いて、カ ワ リハ ツ個体群 における対 立
遺 伝子 の頻 度分布 を調 べた結果、(1)各座の対立遺伝子 の頻度 分布 は、子実
体が発生 した時期(6月 中旬か ら7月 上旬 にかけて の夏 と、9月 上旬か ら10
月中旬 にか けて の秋で比較)及び発生 した年 で差異 は認 め られ なか った。(2)
また、希少対立遺伝子(rareallele)は少な く、優 占(高密度)対立遺伝子 は、カ
ワリハ ツジェネ ッ ト群全体 をみると、分散 して分布 していた。 これ らのこと
か ら、(1)林分全体 での遺伝子 フ ロー はかな り大 きいが 、(2)外部か ら新規 に
胞子 が飛散 して くる頻度 は低 いことが示 された。 また、1シ ーズ ンのカ ワリ
ハツ胞子 の散布距離が限 られていることか ら、長年 にわたって繰 り返 された
短距離の胞子散布 の蓄積 として、広範囲にわたる対立遺伝子 の分散が起 こっ
た もの と推測 された。
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4.SSRマーカー を用 いた 同一 ジェネ ッ トに属す るカ ワ リハ ツの子実体お よ
び菌根 の空間分布解析
子実体 の発 生分布 とSSR多 型解析 の結果 か ら、高密度 で小さい とい うカ
ワ リハ ッ子実体 ジェネッ トの特徴 が明 らか になった。 しか し、一般 に子実体
は、地下部 に発達 した菌糸体の上 に発生す るものではあるが、量的には必ず
しも対応 していない。子実体 の形成 はカワ リハツの生活環 のほんの一部 に過
ぎず 、子実体は地下部 の菌体 のジェネ ッ ト分布 の一部 を反映 してい るに過 ぎ
な いとも言 える。・そ こで次に、菌体全体 でのジェネ ッ トの特徴 を明 らかにす
るべ く、SSRマーカー を用いて地下部の菌根 のジェネ ッ ト構造 を解析 した。
(1)地下 部ジェネ ッ ト解析 にお けるSSRマーカーの有効性 の検 討
森林土壌 中にはカ ワリハツ以外の外生菌根菌の菌糸体や菌根が存在 する。
また、菌根内 には宿主のカラマツのDNAが 含 まれている。従 って、地下部
の ジェネ ッ ト解析 には、カ ワ リハ ツのDNAの み を検 出 し、 しか もジェネ ッ
ト解析 に耐 え られ る程度の多型性 を有す るマーカーが必要である。そ こで、
既 に開発 したSSRマ ーカーにづ いて、それ らの条件 を満たすか どうか検討
した。
その結果、Rucyo1、Rucyo3およびRucyo5マー カ ー は、 富士 演 習 林 の ガ
ラ マ ツ試 験 地 に発 生 す るカ ワ リハ ツ以外 の主 な外 生菌 根菌 とカ ラマ ツ の
DNAを鋳型 としてPCR増 幅 した場合、一切DNA断 片 を増幅 しなか った(表
3)。Rucyo3およびRucyo5は、前項 で示 したよ うに共に多型性 も高 いため、
菌根 の分布 に基づ いた地下部でのカ ワリハツのジ ェネ ット解析 に有効 である
ことが解 った。
表3.開 発 したSSRマー カー の有効性
Species RncyO1 RucyO2 RucyO3 RucyO4 RucyO5
R麗∬麗如(ツαπω薦π伽
」R麗∬〃丘ηπσ7伽
R㍑∬麗伽 η'9廓απ5
乙αc如rで翼9ゐα釣麗匁k8
5π∫砺58:rθッ〃砺
5蛎〃μ5伽πo加μ3
Lα{}oα磁 伽 α刎物
cαπ漉α,θ〃鰐o∫加 厚粥
十
?
?
?
?
? ?
?
?
一:PositiveamplificationoffragmentsoftheexpectedsizebyPCR
一:Noamplification
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.(2)カワ リハ ツの子実体および菌根の空間分布解析
2002年に発生 したカ ワ リハ ツ子実体 の直下及びそ の周辺か ら土壌 ブ ロッ
クを切 りだ して菌根 を採取 し、Rucyo3及びRucyo5マー カー を用 いて 子 実体
と菌根 の ジ ェネ ッ トの分布 を調 べた。
その結果、(1)カワ リハ ツ子実体の直下 には、カワ リハ ツの菌根が優 占し、
かつ、子実体 と同一 のジェネ ッ トに属す る菌根 が多数 を占める こと、(2)し
か しその分布範 囲は、子実体 周辺の狭 い範囲 に限 られ る ことがわかった(図
3)。(3)また、2001年にカ ワリハツ子実体が発 生 し、2002年には発生 しなか
った場所で の土壌 ブロックか らは、カ ワリハツの菌根 はほとん ど発見 されな
か った。(4)さらに、採集 したすべて の土 壌ブ ロ ックにカ ワ リハ ツの菌根が
存在 し、子実体 が発生 していない場所 にもカワ リハツジェネ ッ トが多数確認
された。 しか しそれ らのジェネ ッ トは子実体 を形成 したジェネ ッ トに比べる
と小さい傾向がみ られた(図4)。
40cm40cm
傘 ・2・・1年1・発生 ・奪 》・2・・2年1・発生
図3子 実体 と同一の菌根 ジェネ ッ トの分布
図4菌 根 の ジ ェネ ッ ト分 布
同じ模様は向じジェネットを示す
これ らの ことか ら、(1)子実体が発 生 した場所 の地 下部 には、そ の子 実体
と同一 の ジェネ ッ トに属す る菌糸体お よび菌根が優 占す る こと、(2)前年 に
子実体 周辺 の地下部に形成 された菌糸体や菌根が一年間で消滅す ることが 明
らかになった。(3)また、子実体 の形成 には、地 下部で大 きな ジェネ ッ トの
広が りが必要で あることが示唆された。
一325一
まとめ
本研究では、外生菌根菌カワ リハツのDNAマ ーカー としてSSRマ ーカー
を初めて 開発 し、利用 した。 また、カ ワ リハ ツの地下部ジェネ ッ トの特徴 を
明 らか に した。地下部 ジェネ ッ ト解析 もまだ報告 は少な く(Zhouθ∫α」。,2001;
Kretzer8∫αZ.,2003)、本研究 は、地下部で の外生菌根菌 の繁殖機構 に関 し、
貴重な知見 を提供す るもので ある。
本研究 によって、以下のよ うな、本試験地カ ラマツ林分内のカ ワリハ ツ個
体群 の繁殖機構が推定 され る。① まず、一つ のカ ワリハ ツジェネ ッ トがカ ラ
マツの細根 に感染する と、そ こを起点 にして地下部 ジェネ ッ トを拡大 してい
く。②地下部 ジェネ ッ トが一定 の菌量 を獲得す るとそ の上 に子実体 を形成す
る。③子実体か らは大量の胞子がそ の近傍 に散布 され、他の一 次菌糸 と融合
して、新 たなジェネ ッ トを定着 させ る。④ もとの ジェネ ッ トは、子実体の崩
壊 とともに、・1年以内に縮 小な いし消滅 して しま う。⑤ こうした過程 の繰 り
返 しによってカワ リハツ個体群 は維持 され る。
一方、本試験地カ ラマツ林分 にお けるカ ワ リハ ツは、 ジェネ ッ トレベルで
み ると占有する面積は小さく生存期間 も短いが、種 としては広範 囲に分布 し、
本林分地下部で優 占 していることが明 らか となった。今回は、カワ リハッ と
宿主 との間の相互作用に関す る研究 は行っていな いが、根 圏に形成 される多
量のカワ リハ ッ菌根 は本林分内の物質 の流れ に重要な役割 を果た しているも
の と考え られ る。
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カラマツ林における外生菌根菌カワリハツの分子生態学
分 子 生 物 学 的 手 法 →SSR(SlmpieScquCllccRCpc之ll)マー カ ー を 開 発
地上部{子実体}の解析から得られた知見
①毎年新たなジェネ ットが多数形成される
②ジェネッ トは極めて小さかった(1m以内)
*一っ しか子実体を形成 しないジェネットが
多い
③ジェネッ トが異なっても遺伝的類似性が高
い子実体は互いに近 くに発生した
④魁立遺伝子が広く分散 して分布していた
δ
①カワリハツの繁殖が胞子散布に大きく依存
する
②1シー ズンの胞子の散布距離は限られている
が、時間と共に広範囲にわたる対立遺伝子の
分散が起こる
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菌糸の伸長一
地 下 部{菌根}の解 析 か ら得 られ た 知 見
①カワリハツ子実体の下には、子実体と同一
ジェネッ トのカワリハツの菌根が優占した
②同一ジェネットの分布はミー子実体周辺の狭
い範囲(ユm程度)に限ちれた..
③一年前に子実体が発生した場所ではカワリ
ハツの菌根を確認できなかった2
④子実体が発生していない場所でも少峯なカ
ワリハツジェネットが多数存在 した
Lこ 『ξ 」、て ㍉
①地下蔀の菌量(菌楓 菌糸体)と子実体形成
には相関がある1＼
*菌量が増太して子実体が形成さ.れる 一
②子実体を形成した後.地 下部の菌糸体や菌
根は消滅する 一
ロ ◎
醤陣1髪 蟹 冒
二轍
萬根の
ジiネ ット
菌根が
消失した場所
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本試験地のカワリハツは、高密度に菌根を形成 し、
胞子繁殖 を盛んに行う小さなジェネットの集まりである
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外生菌根菌は,樹 木 との間に共生関係を築 き森林生態系における物質循環に大きく寄与 している。
このような外生菌根菌の機能が実際の森林生態系で働 くには,機能の主体である外生菌根菌の量や分
布,さ らにはそれを支える繁殖様式が重要になってくる。 しかし,遺伝子フローや地上部(子 実体)
および地下部(根外菌糸体 と菌根)に おけるジェネ ットの広が り等,繁 殖様式に関わる菌の特性は,
研究例が極 めて少ない。従って,森 林生態系における外生菌根菌の寄与を理解する上では,繁殖に関
する詳細な研究を蓄積することが極 めて重要である。
本論文は,富 士山麓にあるカラマツ林での外生菌根菌カワリハツのジェネ ッ ト構造をマイクロサテ
ライ トに関連 したDNA多型マーカーを用いて解析 し,外生菌根菌の繁殖様式を解明した。
まず,単 一座の対立遺伝子を持つSSR(SimpleSequenceRepeat)共優 性多型マーカー4種 と優性多
型マーカー1種 を開発 した。次いで,こ れ らのマーカーにより,東京大学富士演習林内のカラマツ林
分で2001年に発生 したカワリハツ子実体についてSSR多型解析を行い,ジ ェネ ットの分布 とサイズ
を決定 した。その結果からカラマツ林分のカワリハツジェネッ トは,9割以上がlm以内の小さなも
のであるこ と,近傍に発生 した子実体でも異なるジェネ ットに属する場合が多いこと;SSRバンドパ
ターンは類似する子実体が比較的集まって発生す る傾向を見いだす とともに,カ ワリハツの繁殖が胞
子散布に大きく依存すること,胞子散布は近い距離ほど多いことを明らかにした。
カワリハツジェネ ットの経年変化を探 るため,1997年,2001年,2002年にかけて発生 したカワリ
ハツ子実体のジェネ ット構造を調べた。その結果,ジェネ ットサィズは発生 した年に関わ らず小さく,
年を越 して維持されたジ三ネ ットは少ないことを見いだ し,毎年新たなジェネッ トが多量に発生する
ことが明らかとなった。
開発 した共優性マーカーを用いて,カ ワリハツ集団における対立遺伝子の頻度分布 を調べ,林 分内
での遺伝子フローが極 めて大きいこと,外部から新規に胞子が飛散 して くる頻度は低いことを明らか
にした。
最後にSSRマー カーを用いて,同 一ジェネ ットに属するカワリハツの菌根の空間分布を解析 した。
まず既に開発 したSSRマー カーについて検討 し,その うちの2つ が種特異性も多型性も高 く,菌根の
分布に基づいた地下部でのカワリハツジェネ ッ トの解析に有効であった。このマーカーを用いてカワ
リハツ子実体直下の土壌中にある菌根からジェネ ッ ト分布 を調べ,子 実体の下には,同 一のジェネ ッ
トに属する菌根が優 占すること,カワリハツ子実体の発生を支える地下部の菌糸体及び菌根の消長は
比較的早いことを見いだ した。
以上,DNA多型マーカーを用いて,野外における外生菌根菌のジェネ ット構造を解析 し,それによ
り外生菌根菌の繁殖様式の一例を明 らかにした本研究は,森 林生態系の物質循環に寄与す る外生菌根
菌の機能の解明において貢献 したと評価 し,審査員一同は博士(農 学)の 学位を授与す るに値すると
判定 した。
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